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人脐带间充质细胞与骨肌系统组织工程

张永兴　单治　赵庆华

　　摘要　人脐带间充质细胞（ｈＵＣＭＳＣ）具有廉价易得、无伦理学争议及可在体外扩增等特性，在体外适

宜条件下可分化为多种不同细胞谱系，在动物模型体内表现出良好的分化能力及与受体组织器官免疫兼容

性，甚至可用于异种移植。近年随着骨肌系统疾病日益增多，将ｈＵＣＭＳＣ用于骨肌系构建受到关注，一系列

体内外实验旨在研究其成骨、成软骨、成肌分化能力以及培养基质、细胞因子、外界刺激、复合材料等的影响，

并与骨髓间充质细胞作系列对比。该文就ｈＵＣＭＳＣ在骨肌系统中的应用研究进展作一综述。
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　　组织构建研究中理想的种子细胞应具有多分化潜

能、廉价易得、无免疫排斥性、无伦理学争议及可在体外

扩增等特性。胚胎干细胞（ＥＳＣ）可分化成所有种类细胞，

强大的扩增能力使其产生用于组织构建中的终末分化细

胞的数量在理论上是无限的，然而其临床应用却受到伦

理道德及不良反应方面的约束。成人骨髓间充质细胞

（ＢＭＳＣ）是最广泛应用于组织构建研究的间充质干细胞，

具有在体内外分化为软骨组织、骨组织和脂肪组织的能

力，且自体来源避免了潜在的免疫排斥反应；第一例利用

组织构建治疗骨缺陷的临床研究采用的即为自体

ＢＭＳＣ
［１］，重建骨在７年内具有良好的稳定性；但是，数量

少、增殖能力弱和随时间推移分化潜能显著降低则限制

ＢＭＳＣ应用。近年研究发现，人体脐带间充质可作为间

充质细胞的来源［２］，具有分化为３个胚层细胞的能力，而

其他来源间充质细胞的分化和增殖能力相对较差［３５］。

目前已可通过酶解、非酶解等多种方法从脐带组织中

分离出间充质细胞［６］。人脐带间充质细胞（ｈＵＣＭＳＣ）在形

态学上类似于成纤维细胞，作为一种胚外细胞来源，比成人

体内干细胞有更快的增殖速度。细胞采集之后，ｈＵＣＭＳＣ

经过７次传代仍保持分化潜能。ｈＵＣＭＳＣ表现为既非造

血细胞表型，又非内皮细胞表型（ＣＤ３４阴性）的黏附性细胞

群落，表达与成人体内间充质细胞类似的细胞表面标记分

子如 ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ２９、ＣＤ４９ｅ、ＣＤ５１、ＣＤ７３／ＳＨ３、ＣＤ９０

（Ｔｈｙ１）、ＣＤ１０５／ＳＨ２、ＣＤ１０６、ＣＤ１１７、ＣＤ１６６和 ＨＬＡ１／

ＨＬＡＡＢＣ，而类似于造血细胞表面的标记分子如ＣＤ１４、

ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４５和ＨＬＡＤＲ表达呈阴性。此外，

ｈＵＣＭＳＣ还可低水平表达转录因子Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ和ＳＯＸ２

等，可根据微ＲＮＡ和ｍＲＮＡ序列分析进行鉴别
［７］。有报

道显示，ｈＵＣＭＳＣ可分化为所有三个胚层中的细胞谱系
［２］，

且在移植时不易导致畸胎瘤发生［８］。

１　犺犝犆犕犛犆软骨分化能力与影响因素研究

软骨可承担与传递重力，但损伤后的自我再生能力

极为有限。现有的微创治疗、人工假体植入等手段均难

以重建软骨组织结构，相比之下组织构建是更为有效的

治疗方法。然而，成熟软骨细胞单层扩展的增殖方式使

其难以应用于组织构建。

三维构建中，在聚乙二醇酸（ＰＧＡ）组成的支架环境

及转化生长因子（ＴＧＦ）β的刺激下，ｈＵＣＭＳＣ同样能够

分化为成软骨细胞谱系［９］。研究表明，ｈＵＣＭＳＣ分化为

成软骨细胞的能力是由一种软骨形成关键基因调节因子

ＳＯＸ９的上调引起，并由相应ｍＲＮＡ转录调节
［１０］。阿尔

新蓝着色的黏多糖和免疫组织化学技术鉴别出的Ⅱ型胶

原，可作为蛋白质表达水平验证细胞具有向成软骨细胞

分化能力的指标［１１］。Ｋａｒａｈｕｓｅｙｉｎｏｇｌｕ等
［２］实验研究显

示，经ＴＧＦβ诱导的ｈＵＣＭＳＣ可表达黏多糖和Ⅱ型胶原，

而对照组中未检测到Ⅱ型胶原。研究
［１２１５］显示，ｈＢＭＳＣ

和ｈＵＣＭＳＣ实验中均检测到Ⅰ型胶原，但ｈＵＣＭＳＣ组比

ｈＢＭＳＣ组有更大的胶原颗粒，这可能是因为前者拥有更好

的细胞外基质；经“全方位”对比后发现，ｈＵＣＭＳＣ能合成更

多胶原和黏多糖，而ｈＢＭＳＣ在细胞外基质的生物合成方

面更具优势，无论在Ⅱ型胶原基因表达水平还是在蛋白质合

成水平上均要高于ｈＵＣＭＳＣ，在分化为成软骨细胞谱系方

面似乎优势明显。Ｓｉｎｇｈ等
［１６］尝试采用基于微环境的培养

支架代替基于微颗粒的培养支架，即将特殊形状的大孔培

养基与二氧化碳聚合物结合，用于软骨组织构建。

ｈＵＣＭＳＣ比ｈＢＭＳＣ有更好的分化能力、能在三维立体培

养基中产生Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原等优点，使研究者考虑将其

用作纤维软骨组织构建中的间充质细胞来源，并应用于颞

下颌关节盘、椎间盘及膝关节半月板的构建。

ｈＵＣＭＳＣ在骨肌系统构建中的首次应用是在一次

检测其在活体颞下颌关节重建中分化成颞下颌髁软骨能

力的对比实验［９］。该实验中各组细胞均培养在ＰＧＡ介

质中４周，ｈＵＣＭＳＣ形成了类似自体颞下颌软骨的纤维

软骨样组织，并分化出超过预期数量的颞下颌软骨细胞，

这些细胞与自体颞下颌软骨纤维软骨细胞有高度一致的

细胞结构，且表现出更强的胶原和黏多糖的生物合成能

力。ｈＵＣＭＳＣ可大量获得并有较高的生物合成能力，被

视为理想的颞下颌关节软骨构建材料。

在一项有关细胞接种密度对细胞增殖分化和基质生

物合成影响的研究［１７］中，将ｈＵＣＭＳＣ分别以５００万细

胞／ｍｌ（低）、２５００万细胞／ｍｌ（中）和５０００万细胞／ｍｌ（高）

等３种不同密度接种于ＰＧＡ支架上培养，４周后高密度
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组和中密度组细胞数量和单个集落、单个细胞细胞外基

质合成量均高于低密度组；更重要的是，高密度组和中密

度组集落可保持更好的力学完整性；因此推荐在有关纤

维软骨组织构建实验中，采用＞２５００万细胞／ｍｌ的接种

密度。总之，同时含有Ⅰ型、Ⅱ型胶原和蛋白聚糖的纤维软

骨样组织形成表明，ｈＵＣＭＳＣ可分化为纤维软骨细胞谱

系，并可作为极好的纤维软骨再生的潜在细胞来源。通

过生物活性信号分子（如生长因子和蛋白聚糖）、氧张力、

共同培养物、力学刺激和体内调节因子等的调节进一步

优化成软骨细胞分化环境，增强软骨细胞形成能力，将是

未来ｈＵＣＭＳＣ用于透明软骨组织构建研究的主要方向。

２　犺犝犆犕犛犆成骨分化机制与复合材料研究

骨组织是一种可以血管化的组织，有天生固有的自

我修复和重建能力。尽管骨缺陷可以用骨移植方法来治

疗，但该方法受移植产生的不良反应、畸形及感染等诸多

不利因素的限制，且对于一些严重骨损伤，目前仍没有令

人满意的治疗方法。作为一种组织构建方法，ＢＭＳＣ可

以加入生物材料中直接移植，且不需在体外成骨基质中

预培养。典型的成骨基质包括成骨信号分子———地塞米

松和（或）骨形态发生蛋白（ＢＭＰ）２，以及用于基质合成的

β甘油磷酸和抗坏血酸。重组人ＢＭＰ２（ｒｈＢＭＰ２）也具

有同样功效［１８］。ｈＵＣＭＳＣ在平面培养中可在地塞米松

和β甘油磷酸环境中诱导分化骨原细胞
［１１，１９］。在诱导分

化产生骨原细胞过程中，重要成骨基因Ｒｕｎｔ相关转录因

子 （Ｒｕｎｘ）２及其骨钙蛋白表达的转录共激活因子（ＴＡＺ）

均被激活［６］，骨钙蛋白、骨桥蛋白基因被上调，同时碱性

磷酸酶（ＡＬＰ）表达活跃
［１１，１９］，具有骨组织特异性的骨黏

连蛋白、骨钙蛋白和骨唾液酸糖蛋白的免疫染色均为阳

性［２］。与ｈＢＭＳＣ相同，ｈＵＣＭＳＣ诱导２周之后也可观察

到矿化作用，但在形成更大骨结节方面，ｈＵＣＭＳＣ产生的

矿化作用弱于ｈＢＭＳＣ。

在三维生物材料中，ｈＵＣＭＳＣ同样可表现出成骨分

化能力，如Ｒｕｎｘ２上调、骨黏连蛋白合成增加，并可检测

到矿化作用［２０］。研究发现，在无纺网状物支架（如ＰＧＡ）

上，以２５００万细胞／ｍｌ或以上接种密度的效果更好，且在

规定条件下合成代谢基质的效果不如成骨基质［２１］。在小

鼠模型体内同样可检测到ｈＵＣＭＳＣ成骨分化能力；比起

ｈＢＭＳＣ，皮下移植ｈＵＣＭＳＣ２个月后经ｖｏｎＫｏｓｓａ染色

和微 ＣＴ 技术可检测到异位骨和初级骨形成；将

ｈＵＣＭＳＣ接种到多孔仿生骨支架材料（纳米羟基磷灰石
胶原多聚Ｌ乳酸复合材料）并移植到裸鼠皮下，１２周后

经透射电镜可检测到成骨细胞［２２］。然而，目前技术尚难

以区分这些细胞是来自宿主鼠本身，还是经由ｈＵＣＭＳＣ。

最新研究［２３，２４］表明，Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）介导的激活作用对

ｈＵＣＭＳＣ成骨分化能力影响不大，但在炎症因子刺激下，

ｈＵＣＭＳＣ成骨分化能力可达到与ＢＭＳＣ相似的水平。该

项研究使ｈＵＣＭＳＣ在骨再生应用方面替代ＢＭＳＣ成为可

能。另有研究［２５］比较骨髓、脂肪组织、脐带来源的间充质

细胞（ｈＵＣＭＳＣ缺少ＴＬＲ４表达）ＴＬＲ的抗炎能力和免疫

排斥抑制能力，炎症通过上调３种间充质细胞ＴＬＲ３表达

使炎症因子分泌量均增加，但上调的 ＴＬＲ 并未对

ｈＵＣＭＳＣ有进一步影响；ｈＵＣＭＳＣ对混合淋巴细胞反应

（ＭＬＲ）所造成的免疫排斥既不受炎症，也不受ＴＬＲ上调的

影响；这种特性取决于高血糖因子（ＨＧＦ）过量表达。

ｈＵＣＭＳＣ成骨与成软骨分化的整合应用也是未来

发展的重要方向之一。一项研究［２６］将ｈＵＣＭＳＣ分别接

种到成骨或成软骨基质并将这两层基质缝合到一起（中

间夹有一层未分化的ｈＵＣＭＳＣ），在多聚Ｌ乳酸支架上培

养３周；组织学研究证明，尽管ｈＵＣＭＳＣ分化在这种培

养模式下受到一定限制，但这种三明治式结构能显著提

高成骨基质和成软骨基质的整合度。另有研究者［２７］设计

一微球体支架，从支架一侧释放ＴＧＦβ，同时从另一侧释

放ＢＭＰ２，并连续改变释放这些细胞因子的位置，结果在

整个支架上可检测到钙沉积，同时在ＴＧＦβ一侧可见番

红Ｏ染色阳性区域，表明通过这种成骨与成软骨环境同

时刺激的分化途径实现细胞区域化分化是可行的，相关

领域的进一步研究将有益于重建完整的骨软骨组织。

另外，胶原和纤维蛋白对ｈＵＣＭＳＣ的成骨分化能力

均有促进作用，纤维蛋白还可促进材料降解。其中磷酸

钙骨水泥海藻盐凝胶介导的微创植入，成为研究热

点［２８，２９］。近期研究［３０］显示，胶原磷酸钙骨水泥支架可以

显著提高ｈＵＣＭＳＣ黏附、增殖、成骨分化能力，胶原增加材

料抗负荷能力；经过８ｄ培养，流式细胞仪分析显示

ｈＵＣＭＳＣ在含８％胶原的支架上的细胞密度（１０５６ｍｍ２±

６５ｍｍ２）高 于 不 含 胶 原磷 酸 钙 骨 水 泥 的 对 照 组

（６４５ｍｍ２±６０ｍｍ２），且细胞中检测到的肌动蛋白纤维是

对照组的２倍，逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）分析显示

成骨基因得到更高表达，硒红素染色表明其矿化作用更强。

另一项研究［３１］中分别用海藻盐微球（Ａ组）、氧化海

藻盐微球（Ｂ组）和氧化纤维蛋白海藻盐微球（Ｃ组）包裹

ｈＵＣＭＳＣ并体外培养２１ｄ，结果发现Ｃ组材料降解最早

（４ｄ），活细胞密度最高（分别为Ａ组和Ｂ组的４倍和１５
倍），ＡＬＰ、骨钙素、Ⅰ型胶原基因和Ｒｕｎｘ２表达均有增加。

总之，ｈＵＣＭＳＣ成骨细胞分化与ｈＢＭＳＣ相似，即

Ｒｕｎｘ２和ＴＡＺ基因活化，骨钙蛋白、骨桥蛋白合成上调，

最终导致矿化作用。一些研究正在寻找不依赖胎牛血清

（ＦＢＳ）的培养办法
［３２，３３］。ｈＵＣＭＳＣ成骨分化能力在现有

培养方法下低于ｈＢＭＳＣ，但诸多优势使其仍有着广泛的

应用前景。

３　犺犝犆犕犛犆成肌分化机制研究

干细胞治疗被认为是治愈进行性肌营养不良等肌肉

疾病的重要方向。目前的ｈＵＣＭＳＣ成肌分化技术包括

在成肌基质中培养［３４］、基因转染［３５］、共同培养以及直接

注射［３６，３７］等。把ｈＵＣＭＳＣ放入含有５氮杂胞苷培养基

中７～１１ｄ，可观察到成肌调节因子 Ｍｙｆ５和 ＭｙｏＤ表

达［３４］。将ｈＵＣＭＳＣ注射到受损伤肌肉中，通过免疫荧光

技术和横纹肌原肌凝蛋白抗体可观察到其分化为骨骼

肌；将转录因子 ＭｙｏＤ转染进ｈＵＣＭＳＣ５ｄ后，ｈＵＣＭＳＣ
可合成与融合机制相关的表面功能标记分子、肌细胞特异

性结构蛋白和肌细胞特异性酶［３５］。把ｈＵＣＭＳＣ移植到肌

·５６·
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营养不良小鼠模型肌组织，肢带型肌营养不良蛋白

ｄｙｓｆｅｒｌｉｎ和人肌营养不良蛋白表达水平显示，其分化程度

要小于人脂肪组织源性基质细胞（ＡＤＳＣ）
［３６］，其原因可能

是ｈＵＣＭＳＣ和ＡＤＳＣ的生态位差别。在将ｈＵＣＭＳＣ引入

肌系统治疗之前，解决其分化问题将是现有研究的重点。

４　结语

ｈＵＣＭＳＣ凭借其材料易得、广泛可用性、无侵入式增

殖、良好的体外扩增能力、体内多种细胞谱系分化能力以

及良好的体外扩增能力，证明作为真正治疗性细胞的潜

能。近年有关ｈＵＣＭＳＣ在骨肌系统构建中应用的体内

和体外研究均取得长足进展，然而在临床应用前仍需更

多基于大型动物模型体内组织构建的实验研究，主要着

眼于细胞培养环境的优化、培养支架的设计以及体内细

胞组织再生能力的评估等。
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